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Me inclino más que a medias a 
comparar las reglas de Descartes con 
este precepto de no recuerdo que 
químico: si tomas lo que debes y 
procedes como debes, obtendrás lo 
que desees. No admitas nada que no 
sea verdaderamente obvio (es decir, 
admite solo aquello que tienes que 
admitir); divide el tema en las partes 
necesarias (es decir, haz lo que tengas 
que hacer); procede de acuerdo a un 
orden (el orden según el cual tienes 
que proceder); proporciona 
numeraciones completas (es decir, las 
que tienes que proporcionar): ese es 
precisamente el tipo de gente que dice 
que debes buscar lo bueno y evitar lo 
malo. Todo lo cual es sin duda 
apropiado, salvo que faIta el criterio 
de lo bueno y de lo malo. 
 
GW Leibniz,  
Escritos filosóficos (extracto de “La 
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DESARROLLO DE DILUYENTES DE BAJA COMPLEJIDAD Y COSTO PARA LA PRESERVACIÓN A CORTO Y 
MEDIANO PLAZO DE SEMEN CANINO 
 
 






Bajo el objetivo general de contribuir al mejoramiento de la eficiencia reproductiva en caninos 
domésticos, a nivel nacional; en el presente trabajo de tesis se pusieron a punto técnicas de 
evaluación y refrigeración de semen canino, como así también se estandarizó la espectrofotometría 
como un método para el conteo espermático. Por otro lado se evaluó y comparó el efecto de la leche 
descremada con (LY) y sin yema de huevo (Le) como diluyente seminal, sobre espermatozoides 
caninos incubados a 4°C in vitro, y luego se probó la eficacia de LY in vivo. También fue evaluado in 
vitro el efecto del semen refrigerado en este diluyente, como una alternativa de estabilización previa 
a la congelación. 
Se lograron reproducir técnicas simples de evaluación (motilidad total y progresiva, vitalidad e 
integridad de las membranas plasmática y acrosómica) y de refrigeración seminal, las que luego de 
haber sido medidas a través de parámetros espermáticos pre y post dilución, pudieron incorporarse 
de manera confiable a los sucesivos experimentos. Por otro lado se evaluó y comparó el uso del 
espectrofotómetro, donde se obtuvo una alta correlación con los conteos realizados por la técnica 
gold estándar, y demostró ser un método rápido, económico y de precisión aceptable para el conteo 
espermático en caninos. 
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Los resultados arrojados luego de 6 días de refrigeración demostraron que LY y Le mantuvieron los 
parámetros de espermatozoides vivos, endosmosis positiva, osmolaridad y ph similares a un 
diluyente comercial ampliamente utilizado en la especie. Además la LY tampoco difirió en la 
motilidad total y progresiva y el porcentaje de acrosomas normales en relación al diluyente 
comercial. Los espermatozoides diluidos en dicho diluyente, mantenidos por 24 h a 4°C mostraron 
tener la misma eficacia que el semen fresco para la inseminación artificial, ya que se obtuvieron 
iguales porcentajes de preñez y similares camadas de cachorros en los grupos de perras en los que 
fueron probados. Por otro lado, cuando este diluyente se estudió como método de estabilización 
prolongada, se observó que los parámetros seminales posdescongelado (motilidad total y progresiva, 
espermatozoides vivos, endosmosis positiva y acrosomas normales) luego de 24 h de refrigeración 
previa al congelado, no difirieron del método de estabilización tradicional de 2 h. 
Aquí se demuestra que las técnicas de evaluación y refrigeración seminal empleadas, pueden ser 
reproducidas en clínicas veterinarias estándar de nuestro país, y ser conducidas por personal con un 
mínimo entrenamiento en estas biotecnologías. Por otra parte, la LY utilizada como diluyente 
seminal demostró a través de los resultados obtenidos tanto in vitro como in vivo ser un simple, de 
bajo costo y eficiente diluyente para refrigeración de semen canino. Además, LY podría ser 











DEVELOPMENT OF LOW-COMPLEXITY, LOW-COST DILUENTS FOR SHORT- AND MEDIUM-TERM 
PRESERVATION OF DOG SPERM 
 
 




Under the goal of contributing to improvement of reproductive efficiency in domestic dogs at a 
national level, this thesis aims at adjusting canine sperm evaluation and chilling techniques; as well as 
standardizing spectrophotometry as a sperm-counting method. In addition, this study evaluated and 
compared the effect of skim milk with (MEY) and without (SMI) egg yolk as a sperm diluent on canine 
spermatozoa incubated at 4 °C in vitro, and then it assessed the efficacy of LY in vivo. Also the effect 
of chilled semen on this diluent was assessed in vitro, as a stabilization alternative prior to freezing. 
It was possible to reproduce simple evaluation techniques (total and progressive motility, vitality and 
integrity of plasma and acrosomal membranes) and sperm chilling techniques, which, after being 
measured through pre- and post-dilution sperm parameters, were reliably introduced into successive 
experiments. On the other hand, the use of spectrophotometer was evaluated and compared, 
obtaining a high correlation with the counts resulting from the gold standard technique, and it 
proved to be a fast, economical and adequately accurate sperm-counting method in dogs. 
Results obtained after 6 days’ cooling showed that MEY and SMI maintained live sperm parameters, 
positive endosmosis, osmolarity and pH similar to a widely used commercial diluent. Furthermore, 
MEY did not differ in total and progressive motility and in the percentage of normal acrosomes when 
compared with the commercial diluent. The spermatozoa kept over 24 hours at 4 °C in such diluent 
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proved to have the same efficacy as fresh sperm for artificial insemination, since equal percentages 
of pregnancy and similar litters of puppies were obtained in the groups of bitches in which they were 
tested. On the other hand, when this diluent was tested as an extended stabilization method, post-
thaw sperm parameters (total and progressive motility, live spermatozoa, positive endosmosis and 
normal acrosomes) after 24 hour-cooling prior to freezing did not differ from the traditional 2 hour-
stabilization method. 
This study has shown that the sperm evaluation and chilling techniques used can be reproduced in 
standard veterinary clinics in our country, and conducted by staff with minimum training in these 
biotechnologies. Also, both in vitro and in vivo results have shown MEY to be a simple, low-cost, 




















El aumento de la importancia de la cría canina tanto desde el punto de vista económico, recreativo, o 
para la obtención de perros de trabajo; ha impulsado el desarrollo e implementación de 
biotecnologías reproductivas en esta especie a nivel mundial. En línea con esta conducta, a fines del 
año 2008 la Federación Cinológica Argentina (FCA), reconocida por la Federación Cinológica 
Internacional (FCI), aprobó la inseminación artificial (IA) con semen preservado (enfriado o 
congelado). Este hecho representó un importantísimo avance en la cinofilia del país, y abrió un 
panorama alentador para el intercambio de semen preservado tanto a nivel nacional como 
internacional.  
Sin embargo en nuestro medio, el equipamiento y entrenamiento de los profesionales de pequeños 
animales promedio, es aún insuficiente para el empleo masivo de estas biotecnologías en sus formas 
más complejas. En este aspecto la refrigeración, en lugar de la congelación, como técnica de 
preservación seminal, constituye indudablemente una opción mucho más sencilla, económica y 
rápida para iniciar la aplicación de estas biotecnologías a nivel nacional (Stornelli y de la Sota, 2006; 
Diaz y col., 2011)   
A la hora de medir la eficacia de las técnicas y diluyentes empleados para la refrigeración o 
congelación de semen, la prueba más adecuada es la determinación de los porcentajes de 
concepción (Oettlé, 1986; Watson, 1996) y el tamaño de la camada resultante de la inseminación 
artificial (Farstad, 1996). Sin embargo, como una alternativa previa a los ensayos de fertilidad, existen 
pruebas in vitro que valoran las diferentes características del espermatozoide necesarias para la 
fecundación, como son la motilidad progresiva, la viabilidad y la integridad de las membranas 
plasmática y acrosómica. Combinando dos o más de ellas es posible obtener una correlación 
importante con el potencial fertilizante de la muestra de semen (Amann y Hammerstedt, 1993). Para 
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evaluar estos parámetros, las diluciones y tinciones simples observables al microscopio óptico se 
encuentran entre las técnicas más usadas por su bajo costo y fácil preparación. 
En adición, independientemente de la técnica de preservación elegida como así también del método 
de evaluación seminal, es importante tener en cuenta que una adecuada recolección y 
procesamiento del semen serán la clave inicial para la obtención de una muestra de calidad, y 
condicionarán los posteriores resultados del almacenamiento de los espermatozoides en frío (Aurich, 
2008). Por tal motivo cualquier procedimiento que permita mejorar estas condiciones es factible de 
ser evaluado.  
Teniendo en cuenta que la medición de la concentración seminal es un requisito necesario dentro del 
procesamiento del semen para su posterior dilución y preservación, se infiere que la realización de la 
misma a través de una herramienta que mejore las condiciones de su ejecución, mejorará dicho 
procesamiento. En ese sentido, la espectrofotometría como técnica de conteo espermático, 
demostró ser precisa y de rápida ejecución en varias especies (Paulenz y col., 1995; Nilendran y col., 
2006; Castellini y col., 2007), planteando con estos resultados el interrogante acerca de su 
implementación en perros. Si a esta sentencia, sumamos el hecho de que dicha técnica es accesible 
para laboratorios de baja complejidad, podría ser potenciado el interés de su evaluación en nuestro 
medio. 
El envío de semen refrigerado es una técnica financieramente razonable y segura, ya que evita los 
riesgos en salud y el stress de transporte que pueden ser ocasionados por el traslado del animal para 
su reproducción (Linde-Forsberg, 2001). Además el semen conservado de esta forma, al favorecer su 
llegada a poblaciones o razas de perros geográficamente aisladas o pequeñas en número, permite 
evitar la consanguinidad y las enfermedades hereditarias (Morton y Bruce, 1989). Incluso en las 
mejores condiciones, apunta a la distribución de genética superior que incide sobre la mejora en la 
estirpe de las razas.  
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Sin embargo, el intercambio internacional de semen canino es parcialmente limitado en la mayoría 
de los países en desarrollo, debido al proporcionalmente alto costo de los diluyentes disponibles. 
El enfriado es posible de ser realizado en laboratorios de baja complejidad, además de poder actuar, 
potencialmente, como una estabilización prolongada previa a la congelación en centros con 
equipamiento sofisticado y personal entrenado (Hermansson y Linde Forsberg, 2006; Ponglowhapan y 
col., 2006; Santana y col., 2013). También, el semen refrigerado puede ser fácilmente depositado 
intravaginalmente sin el entrenamiento y/o equipamiento que la deposición intrauterina del congelado 
requiere obligatoriamente en la especie (Fontbonne y Badinand, 1993; Linde-Forsberg, 1995). Además, 
está documentado que cuando son comparados ambos métodos para IA en perros, 
independientemente de cual fuere el sitio de deposición del semen, la tasa de éxito es usualmente 
mayor para el semen refrigerado que para el semen congelado (Linde Forsberg, 1995). 
En los perros, la dilución y refrigeración de semen a 4C ha demostrado que permite conservar 
espermatozoides fecundantes por períodos que varían desde los 2 ó 3 días hasta los 10 con técnicas 
especiales (Linde-Forsberg, 1995; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Verstegen y col., 2005; Bencharif y 
col., 2013). Este periodo resulta suficiente para trasladar y utilizar el semen de un reproductor en 
lugares geográficamente distantes. Al respecto, también las regulaciones para el transporte y 
exportación de semen refrigerado son menos complicadas y costosas que para el congelado (Linde-
Forsberg, 2001, Bielanski, 2005).  
Es sabido que uno de los mayores problemas, en los procesos de conservación del semen, es el 
conjunto de alteraciones en el espermatozoide designadas colectivamente como “choque térmico”. 
Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad que se produce 
cuando el espermatozoide se enfría rápidamente a 0 °C y cuya señal más evidente es la pérdida de 
motilidad tras el calentamiento (Quinn y White, 1966). Asimismo, la evidencia de que la motilidad del 
semen descongelado se mantiene durante menos tiempo, en comparación con la del semen 
 9 
 
enfriado, permite concluir que los espermatozoides descongelados son menos resistentes y que el 
proceso de congelación puede alterar irreversiblemente las membranas (Parks y Graham, 1992; 
Burgess y col., 2001).  
A pesar de lo citado se reconoce que la técnica de congelado posee indicaciones específicas e 
irremplazables (Rota y col., 1997), pero a la hora de decidir la implementación de una técnica según su 
complejidad y eficacia en situaciones prácticas, siempre que se pueda, sería recomendable optar por el 
refrigerado. 
La refrigeración condiciona una menor tasa metabólica de los espermatozoides, en consonancia con 
la utilización de diluyentes seminales, que tienen como principal función la protección de la 
integridad y funcionalidad de la membrana plasmática de los espermatozoides; además proveen 
sustratos energéticos y permiten el mantenimiento de condiciones estables de pH y osmolaridad en 
el medio extracelular (Batellier y col., 2001). 
Diferentes diluyentes seminales, comerciales o preparados en el laboratorio, han sido evaluados con 
respecto a su capacidad para mantener el potencial fecundante del semen canino refrigerado 
(Province y col., 1984; Bouchard y col., 1990; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Goericke-Pesch y col., 
2012). No obstante, muy poco se ha probado sobre el uso de la leche descremada en la especie (Rota 
y col., 1995, Pinto y col., 1999).  
Este compuesto natural ha sido ampliamente utilizado para refrigeración en equinos, desde su 
primer aparición en la década del 70 (Pickett y Amann, 1987) hasta la actualidad (Aurich, 2008), 
donde además son empleadas sus fracciones proteicas por separado (Pagl y col., 2006). Incluso, se 
incorporó su utilización en especies zootécnicas (Salamon y Maxwell, 2000; Leboeuf y col., 2003; Gil y 
col., 2011; Namula y col., 2014), como así también recientemente en la reproducción de felinos 
domésticos (Valiente y col., 2014); manifestando en todos los casos resultados que permiten 
considerar a este diluyente como una alternativa vigente para la conservación seminal en estas 
 10 
 
especies. Teniendo en cuenta estas observaciones, y considerando que la leche descremada es un 
compuesto de fácil acceso, no solo por su disponibilidad comercial sino además por su bajo costo, 
resulta interesante evaluar en caninos sus características como diluyente en refrigeración, y las 
posibilidades de implementación en IA en nuestro medio.  
En conclusión, el enfriamiento con diluyentes de baja complejidad y valor, se vislumbra como la primera 
técnica a adoptar en esta nueva etapa de la producción canina nacional, facilitando y aumentando las 
posibilidades de uso de los reproductores caninos. 
Basándonos en todo lo mencionado anteriormente, el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue 
contribuir al mejoramiento de la eficiencia reproductiva en caninos domésticos a nivel nacional, 
mediante el desarrollo de diluyentes prácticos y económicos para la preservación seminal a corto y 
mediano plazo. Para ello se plantearon los siguientes objetivos específicos: 
 Poner a punto distintas técnicas de evaluación y refrigeración de semen canino en nuestro 
medio.  
 Estandarizar el uso de la espectrofotometría para la medición de la concentración seminal en el 
perro doméstico. 
 Evaluar y comparar el efecto de la leche descremada con y sin el agregado de yema de huevo 
sobre las características de semen canino refrigerado a 4°C.  
 Medir las características del semen canino congelado-descongelado que fuera previamente 
estabilizado, por hasta 2 días a 4°C, en un diluyente a base de leche descremada y yema de 
huevo.  
 Probar la eficacia de la leche descremada y yema de huevo sobre la fertilidad in vivo, de los 
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Las investigaciones alternativas a los ensayos de fertilidad incluyen pruebas in vitro que valoran las 
diferentes características del espermatozoide necesarias para la fecundación, como son la motilidad 
progresiva, la viabilidad y la integridad de las membranas plasmática y acrosómica. Combinando dos 
o más de estas pruebas es posible obtener una correlación importante con el potencial fertilizante de 
la muestra de semen (Amann y Hammerstedt, 1993). 
La motilidad espermática es el parámetro más usado para la evaluación seminal in vitro. Puede ser 
subjetivamente estimada por observación directa al microscopio u objetivamente determinada por 
sistemas computarizados (Computer-Assisted Semen Analyzer; Verstegen y col., 2002). Por otro lado, 
un número de espermatozoides que permanecen inmóviles pueden estar aún vivos (Homonnai y col., 
1976) y ser viables, por lo tanto es útil su determinación. Tanto para evaluar este parámetro como la 
integridad de las membranas plasmáticas y acrosómicas, entre las técnicas más usadas por su bajo 
costo y fácil preparación se encuentran las diluciones y tinciones simples observables al microscopio 
óptico.  
Es sabido, que actualmente han sido desarrolladas técnicas con mayor precisión y eficiencia, como 
los mencionados sistemas computarizados, o incluso aparatos sofisticados como la citometría de 
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flujo que permiten evaluar varios parámetros a la vez, como ser la concentración, la viabilidad y la 
proporción de espermatozoides con reacción acrosómica, entre otros (Morrell, 1991). 
No obstante, estos sistemas no están exentos de limitaciones, principalmente relacionadas con los 
elevados costos del equipo, la necesidad extrema de validación, el control de calidad y de la 
estandarización de las mediciones realizadas (Rodríguez- Martínez, 1998; Verstegen y col, 2002).  
Por lo tanto, actualmente desde el punto de vista de la evaluación rutinaria en la clínica reproductiva 
de la especie canina, se hace dificultosa su aplicación, quedando reservada para centros de 
investigación y desarrollo sofisticados. (Johnson y col., 1996). 
Situación similar a lo antes descripto puede observarse en la implementación de las técnicas de 
preservación seminal. Históricamente, la refrigeración de semen ha sido la primer alternativa para 
iniciarse en la conservación de espermatozoides (Linde Fosberg, 1995); además es el paso previo a la 
congelación de espermatozoides. Tiene como principales ventajas su sencillez y bajo costo para ser 
llevada a cabo. 
Son requisitos necesarios para el empleo de una u otra técnica, la medición de la concentración 
seminal de la muestra, y su posterior dilución en un medio que permita la adecuada conservación de 
los distintos parámetros a evaluar (Batellier y col., 2001). 
En nuestro medio el entrenamiento y equipamiento de los profesionales veterinarios clínicos, es aún 
insuficiente para la implementación de biotecnologías en sus formas más complejas. Por este motivo, 
la refrigeración seminal sería una técnica adecuada para comenzar con el desarrollo de 
biotecnologías reproductivas (Stornelli y de la Sota, 2006; Diaz y col., 2011). 
Por lo tanto, el objetivo de este capítulo fue poner a punto distintas técnicas de evaluación y 
refrigeración de semen canino, con la finalidad de demostrar la factibilidad de implementarlas en 
laboratorios de baja complejidad. 
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Materiales y Métodos 
 
Animales 
Se utilizaron un mínimo de 5 caninos machos de 2 a 5 años de edad, saludables al examen físico de 
rutina, con un peso que varió de 5 a 30 kg, de razas puras y mestizas,  todos pertenecientes a 
propietarios privados, que dieron su aprobación para la realización de las pruebas de laboratorio 
mediante su consentimiento por escrito. 
 
Recolección del semen 
Los animales utilizados fueron previamente entrenados para eyacular mediante masturbación (Linde 
Forsberg, 1995). Cada canino requirió diferentes tiempos para ser introducido en las pruebas, debido 
al comportamiento manifestado durante la realización de la maniobra de extracción y el grado de 
aceptación a la misma. 
El semen obtenido fue colectado en recipientes de plástico, calibrados, estériles, libres de 
contaminantes químicos y atemperados a 37°C aproximadamente. 
En cada extracción se colectó la segunda fracción del eyaculado (espermática), y se conservó a baño 
maría (37 °C) hasta su procesamiento. 
 
Procesamiento del semen 
Las fracciones espermáticas de los eyaculados caninos fueron mezcladas, con el fin de aumentar el 
volumen de la muestra y disminuir las diferencias individuales. Se tomó una alícuota para la 
evaluación en fresco.  
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Luego se introdujo el pool de eyaculados en una macro centrifuga y se procesó la muestra a 450g 
durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante obtenido, reservando el pellet que contenía los 
espermatozoides. 
 
1. Técnicas de evaluación seminal in vitro 
Las pruebas que se describirán a continuación, fueron realizadas por duplicado teniendo en cuenta 
que la diferencia de conteo entre ambas evaluaciones no superara el 10%; en caso contrario se 
realizó nuevamente la prueba. 
A excepción de la concentración, los resultados se expresaron en porcentajes de espermatozoides 
viables para cada parámetro evaluado. Se contabilizaron 100 espermatozoides por prueba, 
exceptuando el conteo en el hemocitómetro y la evaluación de la motilidad.  
 
1a. Concentración espermática 
Se diluyó 10 µl (microlitros) de la muestra en un mililitro de solución fisiológica formolada 10% v/v 
(dilución 1:100). Luego de 5 minutos de espera se montó la muestra diluida en una cámara de 
Neubauer mejorada (Neubauer improved, BOECO, Germany) y se realizó el conteo a 40X, del total de 
espermatozoides en el interior de 5 cuadrados grandes equidistantes entre sí (4 esquinas y uno 
central). Se promedió el conteo de ambas hemicámaras.  
 
Los resultados fueron interpretados de la siguiente forma: 
                              Esp =     E      x 1000 
                                         S A D 
Esp: número de espermatozoides / mm3 
E: número de espermatozoides contados 
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S: superficie empleada en mm3  
A: altura de la cámara 
D: grado de dilución 
 
1b. Motilidad espermática (Malmgren, 1997) 
Para la observación en fresco se diluyeron en igual proporción 5 µl de semen en citrato de sodio 
(2,92% p/v). Posteriormente sobre un portaobjetos atemperado en platina térmica (37°C), se montó 
la muestra (diluida en fresco o refrigerada) entre porta y cubreobjetos (12 mm x 12 mm). Pasados 5 
minutos se observó a 40 X. 
Motilidad total: la motilidad total fue evaluada como la cantidad de espermatozoides móviles en 
escala de 0% (todos inmóviles) a 100% (todos móviles).  
Motilidad progresiva: fue evaluada como la cantidad de espermatozoides que atraviesan un campo 
visual microscópico, en escala de 0% (inmóviles o móviles sin progresión) a 100% (todos móviles y 
atravesando el campo) 
 
1c. Vitalidad espermática 
Tinción supravital eosina/nigrosina (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001): 
Fueron mezclados previamente en partes iguales 5 µl de eosina y de nigrosina (minitub, Tiefenbach, 
Germany), atemperados a baño maría (37 °C); luego se mezclaron nuevamente en partes iguales 5 µl 
de muestra seminal con la tinción preparada, sobre un porta y cubreobjetos en platina térmica. La 
gota obtenida se mantuvo 20 segundos, y luego con el lado más angosto de un portaobjetos (cuyo 
borde fue previamente limado), colocado a un ángulo de contacto de 45°, se deslizo la gota 
rápidamente. El frotis obtenido fue expuesto a aire suave por aproximadamente 30 segundos, a fin 
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de lograr el secado de la muestra. Inmediatamente, se procedió al conteo en microscopio de luz a 
100X con objetivo de inmersión. 
El criterio de evaluación fue, espermatozoides vivos: cabeza sin teñir, muertos: cualquier grado de 
tinción en el interior de la cabeza.  
 
1d. Acrosomía 
Se preparó previamente en el laboratorio la tinción Rosa de Bengala (Cardoso y col., 2007). 
Luego fueron mezclados en partes iguales 5 µl del preparado de tinción y de la muestra seminal, y se 
mantuvieron por 45 minutos a baño maría (37°C). Posteriormente se montó la muestra entre porta y 
cubreobjetos atemperados (37°C) para ser inmediatamente observado al microscopio con objetivo 
de inmersión a 100X. 
Los acrosomas se evaluaron según el siguiente criterio: 
Acrosomas normales versus acrosomas no viables (ausentes, hinchados, membranas rotas o 
festoneadas; Oettlé, 1993) 
 
1e. Endosmosis (England y Plummer, 1993) 
Se preparó previamente en el laboratorio una solución hipotónica 150 miliosmolar. Se diluyó una 
muestra seminal (5 µl) en tres partes de solución hipotónica; pasados 30 minutos a baño maría (37°C) 




Bajo objetivo de inmersión a 100X se consideró como plasmalemas intactos, aquellos que 
presentaban cualquier grado de enrulamiento de la cola espermática, y de estos se obtuvo el 
porcentaje de viables.  
 
2. Refrigeración de semen 
 
2a. Preparación del diluyente 




Citrato de sodio 
Tris 
Gentamicina 
Componentes no divulgados 
Se le adicionó 20% de yema de huevo de gallina (Manual Minitüb 2008), con las siguientes 
características: 
Los huevos utilizados fueron provistos por una misma granja, y se recolectaron con 24 h como límite 
máximo entre la puesta y su utilización en el estudio. Al momento de su utilización se lavó la cáscara 
con agua de canilla y desinfectó con alcohol etílico (de uso medicinal), procurando que este se 
evapore por completo. 
Previo al estudio, se cascó la cáscara y posteriormente se eliminó la clara, para tomar una porción del 
centro de la yema por punción con jeringa estéril de 2,5 ml sin émbolo. 
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Una vez mezclado el diluyente con el huevo, este preparado se mantuvo atemperado a baño maría 
(37°C) para su utilización en un lapso no mayor a 15 minutos. 
Según la concentración obtenida en el pool, se mezcló la muestra (pellet) con el diluyente, a fin de 
obtener una proporción de 75 a 100 x 106 espermas por ml. 
Luego, el tubo con la muestra se introdujo en un frasco de vidrio a baño maría (37°C), y 
posteriormente se almacenó en heladera estándar a 4 °C, para ser mantenida refrigerada. 
Pasadas 6 h se retiró una fracción de 150 µl para la realización de las siguientes pruebas: motilidad, 
vitalidad, acrosomía y endosmosis. 
Este experimento se realizó consecutivamente cinco veces, a intervalos semanales. 
 
2b. Análisis estadístico 
Se compararon cada uno de los parámetros seminales (media ± SEM) previo a la dilución, con 
aquellos arrojados inmediatamente posterior a la misma. Se utilizó un test de Student para 
determinar diferencias entre ambos grupos (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, EE.UU.). Los valores se 




La media de concentración espermática en los pooles seminales fue de 300 x 106 esp/ml, con un 
rango de 130 a 460 x 106 esp/ml. La dilución utilizada para el refrigerado fue de 1:2 a 1:6 (espermas: 
diluyente), y se obtuvo una concentración final promedio en la dilución de 88,2 x 106 esp/ml (rango, 
76 a 100 x 106 esp/ml).  
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Los resultados arrojados para cada una de las técnicas realizadas (motilidad total y progresiva, 
vitalidad espermática, acrosomía y endosmosis) no presentaron diferencias significativas (p > 0,05) 




Teniendo en cuenta que las tasas de preñez y prolificidad son las mejores maneras de evaluar la 
eficacia de un diluyente de semen, en condiciones experimentales la combinación de varias pruebas 
por lo general se correlaciona con el potencial de fertilidad (Rota y col., 1995).  
En este capítulo se puso a punto técnicas de evaluación y refrigeración seminal, utilizando 
procedimientos, insumos y equipamiento, que permiten el desarrollo de las mismas en un 
laboratorio de baja complejidad, como el que puede instalarse en un consultorio veterinario 
promedio de nuestro país. 
Con la finalidad de disminuir la subjetividad de las evaluaciones seminales (Brazil y col., 2004). 
diversos aspectos técnicos fueron estandarizados; como es el caso de la previa dilución del semen 
fresco, evitando así la aglutinación de los espermatozoides y la influencia de la concentración y del 
pH seminal durante la evaluación de la motilidad. También se tuvo un control estricto de la 
temperatura del equipamiento, el material y el uso de la misma ampliación microscópica en cada una 
de las técnicas empleadas (Malmgren, 1997). Por otro lado el entrenamiento del observador fue un 
aspecto igualmente importante a la hora de llevar a cabo la evaluación de las muestras. 
Una adecuada recolección del semen y su procesamiento, serán la clave principal para el 
mantenimiento de la calidad del semen durante el almacenamiento refrigerado (Aurich, 2008). En 
nuestro caso, no se observaron diferencias significativas entre las muestras previo al refrigerado y 
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pos refrigerado, demostrando la efectividad de las técnicas de procesamiento y refrigeración seminal 
utilizadas. 
Posteriormente, con los resultados logrados en este capítulo, se procedió a la incorporación de las 






Motilidad total 90,0 ± 5,1 91,2 ± 6,2 
Motilidad progresiva 88,9 ± 6,0 90,0 ± 4,5 
Espermatozoides vivos 94,0 ± 3,8 91,3 ± 3,0 
Acrosomía 92,1 ± 5,4 96,2 ± 4,6 
Endosmosis 94,8 ± 5,2 91,2 ± 5,3 
Tabla 1. Parámetros seminales caninos (media ± SEM) observados previa y posteriormente a la 
refrigeración a 4 °C, en un diluyente comercial. 
 
A continuación se muestra un registro fotográfico de las técnicas de vitalidad espermática (foto 1), 







Foto 1. Tinción de eosina-nigrosina para la evaluación de espermatozoides caninos vivos (blancos) y 
muertos (rosas), observación con microscopio a 100X. 
 
 
Foto 2. Tinción rosa de bengala para evaluación de morfología y acrosomía espermática canina, 





Foto 3. Prueba hiposmótica para evaluación de plasmalemas caninos. Se muestran espermatozoides 
con cola enrulada (plasmalema intacto) o estirada (plasmalema dañado), observación con 
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ESTANDARIZACIÓN DE LA ESPECTROFOTOMETRÍA PARA LA MEDICIÓN DE LA CONCENTRACIÓN 





El descubrimiento de la hemocitometría produjo un hito en la evaluación de la calidad seminal del 
macho. Desde entonces esta técnica se ha llamado oficialmente por la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) como el “gold standard” para el conteo espermático (World Health Organization, 1987). 
No obstante, a pesar de la fe depositada en ella, son varias las limitaciones observadas desde su 
descubrimiento, tales como el tiempo insumido en la ejecución de la misma (Mahmoud y col., 1997), 
la variación de resultados entre los diferentes hemocitómetros disponibles (Christensen y col., 2005), 
e incluso entre dos conteos de una misma muestra en el mismo hemocitómetro (Johnson y col., 
1996) o entre distintos operadores (Brazil y col., 2004). En base a esto, surge la necesidad de mejorar 
la técnica y las herramientas disponibles para el conteo espermático, lo que fomentó el desarrollo de 
dispositivos con un grado mayor de eficiencia. Es así, que hoy en día se ofrecen al mercado 
numerosos equipos; entre ellos pueden mencionarse como los más usados, el CASA (Computer-
Assisted Semen Analyzer) y el Spermacue® de Minitub, como así también un nuevo y prometedor 
método, la citometría de flujo. Algunos de estos dispositivos han logrado vencer los inconvenientes 




El espermatocrito por ejemplo, es una técnica práctica y económica, pero no ha podido ser 
reproducida en caninos (Kustritz y col., 2006).  
Por otra parte, el espectrofotómetro convencional además de ser un equipo de bajo costo, permite 
con un mínimo entrenamiento medir en pocos minutos (2 a 3 minutos, Brillard y McDaniel, 1987) la 
cantidad de luz dispersada por una muestra de semen, correlacionándola con un alto grado de 
precisión con la concentración seminal (Hansen y col., 2002). Quizás con el surgimiento de 
dispositivos con mayor grado de desarrollo como los mencionados anteriormente, se ha llegado a 
desestimar la utilidad de la espectrofotometría para el conteo seminal. No obstante, es factible de 
demostrar que la espectrofotometría es uno de los métodos con mejores resultados para este fin; 
además, por su moderado costo, podría considerarse como una herramienta de considerable valor 
para laboratorios de bajos a medianos recursos.  
Es sabido que las diferentes glándulas accesorias de las especies mamíferas secretan partículas 
(Minelli y col, 2001) y que hay una variación biológica en la calidad y cantidad de estas entre las 
especies. Considerando estas diferencias, así como también las de tamaño y concentración seminal, 
resulta razonable validar y estandarizar el conteo seminal por espectrofotometría en cada una de las 
especies. Por lo tanto, los objetivos de este capítulo fueron: determinar la repetibilidad de las 
lecturas realizadas con el espectrofotómetro y compararlas con aquellas del hemocitómetro, realizar 
una curva de estandarización de lectura espectrofotométrica de concentración seminal canina y, 







Materiales y Métodos 
 
Animales y recolección de las muestras seminales 
Se utilizaron un total de 5 caninos machos adultos, entre 2 y 5 años de edad, saludables y con 
parámetros reproductivos normales, que fueron proporcionados por sus propietarios previo 
consentimiento escrito. La recolección de las muestras se realizó en forma higiénica mediante 
masturbación (Linde Forsberg, 1995); para dicho procedimiento se utilizaron recipientes de plástico, 
calibrados y limpios. Se realizaron dos extracciones de semen por animal con un intervalo de 3 días 
entre cada una de ellas. Uno de los eyaculados no pudo ser utilizado por dificultades en la obtención 
de esa muestra, por lo que se procesaron un total de 9 eyaculados. 
 
Dilución de los eyaculados 
Cada uno de los eyaculados se fraccionó en 4 partes iguales las que posteriormente se diluyeron 
1:25, 1:50, y 1:75 en solución fisiológica (ClNa 0,9 gr, agua destilada 100 ml), dejando una de las 
fracciones sin diluir. De esta forma se generaron un total de 36 muestras. La finalidad de estas 
diluciones fue obtener distintos valores de concentración que permitieran crear una mayor 
variabilidad entre los datos a analizar y por consiguiente un rango más amplio de absorbancia. 
 
Conteos en el hemocitómetro  
Para el conteo en cámara de Neubauer (Neubauer improved, BOECO, Germany) cada una de las 
muestras generadas por dilución y las fracciones no diluidas, se mezclaron con solución fisiológica 
formolada (ClNa 0,9 gr, agua destilada 100 ml y formol 40%, 0,3 ml) en una proporción 1:20 ó 1:200. 
La elección de la dilución a utilizar se basó en el aspecto macroscópico de la muestra (grado de 
opacidad), teniendo así diluciones 1:200 para las muestras con mayor opacidad y 1:20 para aquellas 
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translúcidas. Utilizando una micropipeta autoajustable (PZ HTL, Daniszewska 4, 03-230 Warsaw, 
Polonia) se tomó una alícuota de cada muestra por separado, se cargaron las cámaras, y se procedió 
al conteo bajo microscopio de luz a 40 aumentos. Fueron contabilizados los espermatozoides de 5 
cuadrados equidistantes entre sí delimitados por 3 líneas paralelas. Se tuvo la precaución de no 
superar el 10% de diferencia de conteo entre ambas cámaras del hemocitómetro. Los conteos fueron  
realizados en 3 réplicas para calcular la repetibilidad de los resultados. 
 
Lecturas en el espectrofotómetro 
Para la medición en el espectrofotómetro (Metrolab RC 325 junior, Argentina) la dilución se hizo en 
agua destilada 1:30 (0,05 ml de la muestra en 1,5 ml de agua destilada), y la longitud de onda 
utilizada en dicho procedimiento fue de 620 nm.  
Previo a la lectura, el aparato fue calibrado a 0 de absorbancia y transmitancia utilizando como 
blanco un tubo de vidrio limpio y sin rayaduras, al cual se le agregó 1,5 ml de agua destilada en su 
interior. Luego a ese mismo tubo, se le colocó la muestra diluida como se detalló más arriba, se 
ajustó la longitud de onda indicada y se procedió a la lectura. Cada una de las lecturas se realizó 3 
veces consecutivas. 
 
Análisis de datos 
Se calculó la repetibilidad de cada método mediante el análisis del coeficiente de variación (CV= 
σ/X.100) de las tres réplicas realizadas en cada una de las muestras. Luego, se realizó una curva de 
estandarización entre los valores de absorbancia y de concentración mediante la utilización de la 
ecuación de regresión lineal, según la fórmula y= a+bx, donde “x” fue el conteo en cámara e “y” los 
valores de absorbancia. Por último, se compararon las concentraciones seminales obtenidas por cada 
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equipo a través de un Test de Student. De no hallar diferencias significativas entre los conteos se 




Los valores obtenidos a través del cálculo del CV fueron 7,8% y 16,9% para el espectrofotómetro y la 
cámara de Neubauer, respectivamente. Mediante la ecuación de regresión general se logró la 
alineación de la dispersión de los datos, lo cual permitió la estandarización de los valores tanto de 
absorbancia como de concentración (Figura 1).  
No se encontraron diferencias significativas entre los conteos espermáticos obtenidos con ambos 
equipos (p > 0,05). El coeficiente de correlación entre la absorbancia y la concentración fue de r= 




A nuestro conocimiento, no existen reportes acerca de la repetibilidad de las mediciones realizadas 
por espectrofotometría en semen canino. Este dato permite, no solo el conocimiento de la misma 
sino también comparar la repetibilidad con la de otros métodos, e incluso con la del “gold standard”. 
Este conocimiento comparativo en la especie canina es de ayuda en la toma de decisiones para la 
elección y compra de equipamiento en un laboratorio de reproducción. 
En nuestro trabajo la cámara de Neubauer mostró tener menos de la mitad de la precisión del 
espectrofotómetro. Similar proporción entre la precisión de ambos métodos fue previamente 
reportada en la especie bovina (Nilendran y col., 2006).  
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En este trabajo, al igual que en un estudio anterior en la misma especie (r = 0,99; Rodríguez y col., 
2008) y en otras especies como bovinos (r= 0,99; Nilendran y col., 2006), cerdos (r= 0,96; Paulenz y 
col., 1995) y conejos (r= 0,97; Castellini y col., 2007) entre otros, se encontró una alta correlación 
para los conteos espermáticos obtenidos por ambos métodos.  
Por otro lado, la alta correlación entre los aparatos permitió generar un índice de equivalencias para 
la lectura de la concentración en el espectrofotómetro a partir de los datos obtenidos por cámara de 
Neubauer. Debido a la dispersión de dichos datos fue necesario su alineamiento por medio de una 
ecuación de regresión lineal para la homogeneización de los mismos, como se realizó en anteriores 
trabajos (Haag, 1959, Anzar y col., 2009), ya que su modelo de comportamiento fue similar. Estos 
hallazgos reivindican el uso de la espectrofotometría en la especie canina como un método no solo 






Figura 1. Relación mediante regresión lineal, entre la concentración espermática medida por 
hemocitometría (cámara de Neubauer) y la absorbancia por espectrofotometría de muestras 










y= 0,17+ 0,001X 
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EVALUACIÓN Y COMPARACIÓN DEL EFECTO DE LA LECHE DESCREMADA, CON Y SIN EL AGREGADO 





Los diluyentes seminales protegen a los espermatozoides, lo que permite la conservación de la 
motilidad y la fertilidad en el tiempo mediante la estabilización del plasmalema; además 
proporcionan sustratos de energía y previenen los efectos deletéreos frente a los cambios del pH y la 
osmolaridad (Linde Fosberg, 1995).  
La leche es un componente comúnmente utilizado como diluyente de semen en la mayoría de las 
especies, y tiene un buen rendimiento tanto in vitro como in vivo (Maxwell y Salamon, 1993; Batellier 
y col., 2001). Las proteínas de la leche descremada amortiguan el pH del semen y también pueden 
quelar iones de metales pesados (Jones y Martin, 1973). La adición de yema de huevo a la leche 
descremada mejora la viabilidad de los espermatozoides durante el almacenamiento en la 
refrigeración (Salamon y maxwell, 2000), como así también su fracción de fosfolípidos proporciona 
protección a los espermatozoides y membrana acrosomal contra golpe de frío (Jones y Martin, 1973, 
White, 1993). También ha sido especulado que la leche y la yema de huevo tienen un efecto 
sinérgico, de protección sobre el esperma a causa de su acción análoga en el secuestro de proteínas 
del plasma seminal.  
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Han sido desarrollados diluyentes para refrigeración seminal, que reemplazan la yema de huevo 
entera por proteínas específicas de la misma (LDL, Bencharif y col., 2013a), o incluso por 
componentes de origen no animal como la lecitina de soja (Beccaglia y col., 2009). Si bien se pueden 
apreciar resultados favorables tras dicho reemplazo, su uso todavía no se encuentra difundido 
masivamente, por lo cual la incorporación de yema de huevo de manera convencional, es 
actualmente la forma más ampliamente utilizada en la especie.  
Situación similar ocurre con la leche; donde se probaron diluyentes de semen a 5°C que contienen 
fracciones micelares de las proteinas presentes en esta, que arrojaron buenos resultados en equinos 
y pequeños rumiantes (Batellier y col., 1998; Leboeuf y col., 2003); lamentablemente en perros estos 
resultados no fueron favorables, ya que se observaron parámetros de motilidad a los pocos días de 
almacenamiento, notablemente inferiores a otros diluyentes de uso común en la especie (Bencharif y 
col., 2013b). 
Sólo hay un informe de la leche descremada probada como diluyente para la refrigeración de semen 
canino con resultados in vitro aceptables (Rota y col., 1995). Aunque el efecto de mejora potencial 
que tiene el agregado de yema de huevo a la leche descremada no se ha descrito en esta especie 
aún. 
Por lo tanto, el objetivo del presente capítulo fue evaluar y comparar el efecto de leche descremada 







Materiales y Métodos 
 
Animales  
Se utilizaron para este estudio caninos machos (n=10), de 1 a 5 años de edad, de raza Ovejero 
Alemán (n=5) y mestizos (n=5), con un peso entre 10 y 30 kg. Los animales se seleccionaron teniendo 
en cuenta los siguientes parámetros seminales: concentración de espermatozoides >100×106 
espermatozoides/ml, motilidad espermática progresiva > 70%, e integridad del acrosoma > 85%.  
Todos los caninos pertenecían a propietarios privados, y permanecieron saludables al examen físico 
de rutina durante todo el estudio. Fueron alimentados en sus correspondientes hogares con 
balanceado premium de diferentes marcas comerciales, y traídos al laboratorio una hora antes del 
inicio de cada prueba. El protocolo de investigación fue aprobado por el CICUAL institucional de la 
FCV-UNLP.  
 
Recolección de semen  
Cada uno de los animales utilizados fue previamente entrenado para eyacular mediante 
masturbación (Linde Forsberg, 1995). El semen obtenido fue colectado en recipientes de plástico, 
calibrados, estériles, libres de contaminantes químicos, y atemperados a 37°C aproximadamente. 
En cada extracción se colectó la segunda (espermática) y la tercera fracción (prostática), utilizando 
diferentes recipientes (37°C), a fin de mantenerlas separadas para la realización de las pruebas. 
 
Procesamiento del semen  
Las fracciones espermáticas de los eyaculados caninos fueron mezcladas (pool), con el fin de 
aumentar el volumen de la muestra y disminuir las diferencias individuales. 
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Inicialmente se tomó una alícuota, y se midió concentración seminal mediante espectrofotometría, 
tal como se desarrolló previamente en el capítulo II de esta tesis. 
Luego se centrifugó el pool de eyaculados (450 g por 10 minutos), y se reservó el pellet de 
espermatozoides, que posteriormente se dividió en 4 partes iguales. 
Por último, se mezclaron las partes con alguno de los diluyentes que se detallan a continuación: 
 
Diluyentes de semen   
1) Líquido prostático (PRO): líquido prostático autólogo (tercer fracción del eyaculado), utilizado 
como control negativo;  
2) Diluyente espermático comercial® (COM): agua destilada, glucosa, fructosa, citrato de sodio, Tris, 
componentes no divulgados por los propietarios, gentamicina y 20% de yema de huevo, utilizado 
como control positivo;  
3) Leche descremada (Le, Tabla 1);  
4) Leche descremada-yema de huevo (LY, tabla 1): 80% Le y 20% de yema de huevo para probar el 
efecto de su suplementación en combinación con la leche descremada.  
Todos los diluyentes se prepararon frescos antes de cada ensayo.  
La dilución final en las muestras fue de 1: 4 a 1: 6 (espermas: diluyente), quedando una 
concentración de 75 a 100 esp/ml en cada diluyente. Una vez diluidas, se mantuvieron refrigeradas 
(4 °C) con el fin de ser evaluadas todos los días, durante seis días. Para mantener la coherencia de los 




Evaluación del semen  
Se comenzó con la evaluación de las muestras diluidas desde el momento de la mezcla del semen 
con el diluyente (día 0), y luego se fueron repitiendo cada 24 h durante 6 días, o hasta que la 
motilidad total fue menor al 10%. 
Para el análisis, una alícuota de 150 µl se obtuvo de cada diluyente, manteniéndola para la 
realización de las pruebas a una temperatura estable (20 °C) en el laboratorio. 
Se realizaron las siguientes evaluaciones seminales: motilidad total y progresiva, vitalidad, acrosomía, 
endosmosis, pH (pH-009 [III] ATC, China) y osmolaridad (Wescor, inc mod. 5520, USA). 
La motilidad total y progresiva fueron las únicas determinaciones señaladas en el diluyente 
prostático.  
 
Análisis estadístico  
Todos los parámetros del semen (media ± SEM) se compararon entre 3 diluyentes (Com vs Le vs LY) 
utilizando un análisis varianza de mediciones repetidas en el tiempo, seguido por la prueba de 
comparación de Tukey cuando se encontraron diferencias significativas (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, 
EE.UU.). En el caso de las motilidades totales y progresivas, el diluyente PRO también fue incluido en 









La motilidad total (P <0,01) y progresiva (P <0,01) disminuyó en el tiempo en los cuatro diluyentes 
(Figura1), con Com y Pro con el mejor y el peor desempeño, respectivamente. Además, LY difirió de 
Pro (P <0,01) y  Le (P <0,01), pero no de Com. 
El porcentaje de acrosomas normales (P <0,05; Figura 2) y endósmosis positiva (P <0,01, Tabla 2) en 
los 3 tratamientos disminuyó a lo largo del período de estudio. Si bien no hubo diferencias 
significativas en el porcentaje de endósmosis entre los tres diluyentes, la integridad del acrosoma fue 
mayor en LY si se compara con Le (P <0,05).  
El pH se mantuvo dentro de los rangos fisiológicos normales en los 3 grupos durante todo el período 
de estudio (P> 0,1).El resto de las características del semen tales como espermatozoides vivos (P> 
0,1) y osmolaridad (P> 0,1) se redujeron ligeramente durante todo el estudio, sin diferencias entre 




Los efectos beneficiosos de la suplementación de la yema de huevo al diluyente a base de leche 
descremada se demostraron en ambas motilidades y evaluaciones de la integridad del acrosoma. 
Estos resultados están en línea con informes previos utilizando diluyentes de laboratorio preparados 
en otras especies (Rota y col., 2004; Gil y col., 2011) y en perros (Iguer Ouada y Verstegen, 2001).  
En este experimento in vitro, LY mostró un mejor rendimiento que en un estudio previo en perros 
(Rota y col., 1995) manteniendo >70% de motilidad progresiva durante 2 días y >80% de acrosomas 
normales hasta 4 días, en cambio la integridad del plasmalema fue menor a lo reportado para este 
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diluyente. Estas diferencias podrían ser atribuidas a los componentes del diluyente (es decir, la leche 
y yema de huevo), los animales utilizados, o a las evaluaciones subjetivas llevadas a cabo sobre las 
muestras.  
Es de destacar que los valores de pH encontrados a lo largo de todo el estudio estuvieron dentro de 
los rangos fisiológicos, demostrando la buena capacidad de amortiguación de los diluyentes a base 
de leche. Estos hallazgos de pH están en línea lo reportado en el estudio mencionado más arriba 
(Rota y col., 1995). 
Por otro lado el diluyente utilizado como control positivo, es aquel que ha sido más ampliamente 
utilizado tanto en situaciones prácticas como experimentales de las últimas décadas en caninos, 
demostrando muy buenos resultados hasta por 10 días de almacenamiento a 4°C (Goericke-Pesch y 
col., 2012). Cuando se comparó con los diluyentes a base de leche, para LY todos los parámetros 
estudiados se mantuvieron sin diferencias significativas con COM durante los 6 días de evaluación. 
Para el caso de Le se observaron diferencias al cuarto y quinto día con respecto a la motilidad y la 
integridad del acrosoma, respectivamente.  
Se puede concluir que los hallazgos del presente capítulo, demuestran aceptables parámetros de 
refrigeración seminal in vitro, cuyos resultados alientan la realización de pruebas in vivo, utilizando 










Componentes Le LY 
Leche descremada (0% grasa) tratada a ultra alta 
temperatura (UHT, Ilolay®, Argentina) 
100% 80% 
Bencilpenicilina 1 mg/ml 1 mg/ml 
Sulfato de dihidroestreptomicina 1 mg/ml 1 mg/ml 
Yema de huevo -- 20% 
Tabla 1. Composición de los diluyentes de semen leche descremada (Le) y Leche descremada-yema 
de huevo (LY).  
 
 
Figura 1. Porcentaje (media ± SEM) de motilidad espermática canina, total y progresiva, en cuatro 
diluyentes diferentes (comercial, COM; leche descremada, Le; leche descremada- yema de huevo, LY; 
líquido prostático, PRO) refrigerados a 4°C por 6 días. Las diferentes letras en cada día de análisis, 
indican las diferencias (P<0,05) entre los grupos.  
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Figura 2. Porcentaje (media ± SEM) de acrosomas normales, de espermatozoides caninos, en tres 
diluyentes diferentes (comercial, COM; leche descremada, Le; leche descremada- yema de huevo, LY) 
refrigerados a 4°C por 6 días. Las diferentes letras en cada día de análisis, indican las diferencias 










































Tabla 2. Parámetros seminales 
caninos (media ± SEM) 
refrigerados a 4°C, en tres 
diluyentes diferentes 
(comercial COM; Le, leche 
descremada; LY, leche 
descremada-yema de huevo) 
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CARACTERÍSTICAS DEL SEMEN CANINO CONGELADO-DESCONGELADO, PREVIAMENTE 
ESTABILIZADO POR HASTA 2 DÍAS A 4°C, EN UN DILUYENTE A BASE DE LECHE DESCREMADA Y 





Actualmente en nuestro país, la congelación de espermatozoides caninos y su posterior almacenamiento 
es llevada a cabo en exiguos centros especializados para tal fin. Pero en cambio, la refrigeración de 
semen es factible de ser realizada en laboratorios de menor complejidad. De esta forma, la misma 
podría actuar como una estabilización previa al congelado, para que luego la muestra sea enviada a un 
banco de semen para su almacenamiento. Este hecho, no solo evita el traslado del reproductor, con el 
riesgo que sugiere su desplazamiento, sino que además facilita el proceso para el dueño del animal. 
Por otro lado, el transporte de sustancias en nitrógeno líquido está sujeto a regulaciones estrictas según 
las normativas vigentes, ya que el mismo es considerado potencialmente peligroso (Bielanski, 2005). 
Esas restricciones desaparecen cuando el semen se envía refrigerado (Hermansson y Linde-Forsberg, 
2006). 
Ya se ha demostrado que el semen canino puede ser congelado con éxito luego de 1 o 2 días de 
almacenamiento refrigerado, en un diluyente a base de Tris-glucosa y yema de huevo (TGY; 
Hermansson y Linde-Forsberg, 2006; Santana y col., 2013). Incluso, en un estudio donde se utilizaron 
espermatozoides provenientes del epidídimo, se encontró que los valores de motilidad y acrosomas 
intactos eran aceptables hasta por 4 días (Ponglowhapan y col., 2006). 
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Particularmente en equinos, se pudo demostrar que mediante la utilización de un diluyente a base de 
leche descremada y yema de huevo (LY), la motilidad post descongelado no fue diferente, entre las 
muestras que fueron congeladas inmediatamente luego de ser refrigeradas, y aquellas mantenidas por 
12 h a 5 °C (Crockett y col., 2001). 
Por otro lado, el uso del mencionado diluyente fue probado en perros, arrojando parámetros 
seminales post-descongelación comparables a los obtenidos por diluyentes a base de Tris (Rota y 
col., 2001); aunque aún no ha sido determinado cual es el efecto sobre los espermatozoides de esta 
especie, luego de ser mantenidos refrigerados en LY por un cierto tiempo previo a su congelación. 
Por lo tanto se planteó, como objetivo de este capítulo, evaluar las características del semen 
congelado-descongelado que fuera previamente estabilizado, por hasta 2 días a 4 °C, en un diluyente 
a base de leche descremada-yema de huevo.  
 
Materiales y Métodos 
 
Animales y recolección del semen  
Se utilizaron para este estudio caninos machos (n=10), de 1 a 5 años de edad, de raza Ovejero 
Alemán (n=5) y mestizos (n=5), con un peso entre 10 y 30 kg. Los animales se seleccionaron teniendo 
en cuenta los siguientes parámetros seminales: concentración de espermatozoides >100 × 106 
espermatozoides / ml, motilidad espermática progresiva >70 %, e integridad del acrosoma >85 %.  
Todos los caninos pertenecían a propietarios privados, y permanecieron saludables al examen físico 
de rutina durante todo el estudio. Fueron alimentados en sus correspondientes hogares con 
balanceado premium de diferentes marcas comerciales, y traídos al laboratorio una hora antes del 
inicio de cada prueba.  
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Cada uno de los animales utilizados fue previamente entrenado para eyacular mediante 
masturbación (Linde Forsberg, 1995).  
El semen obtenido fue colectado en recipientes de plástico, calibrados, estériles, libres de 
contaminantes químicos, y atemperados a 37°C aproximadamente.  
En cada extracción se colectó la segunda fracción del eyaculado (espermática).   
 
Procesamiento y evaluación de semen  
Las fracciones espermáticas de los eyaculados caninos fueron mezcladas, con el fin de aumentar el 
volumen de la muestra y disminuir las diferencias individuales. 
Se tomó una alícuota de la muestra para medir concentración seminal mediante espectrofotometría 
(capítulo II de este trabajo de tesis). Luego se introdujo el pool de eyaculados (espermática) en una 
macro centrifuga a 450 g por 10 minutos. Se descartó el sobrenadante obtenido, reservando el pellet 
que contenía los espermatozoides. 
Según la concentración observada en el pool, se mezcló la muestra (pellet) con el primer diluyente 
(LY-1, tabla 1), a fin de obtener una proporción de 400 x 106 espermas por ml. Luego se dividió el 
preparado en tres partes.  
Después de 2 (protocolo tradicional, Control), 24, o 48 h de equilibración a 4°C, una segunda dilución 
fue realizada en LY-2 (tabla 1) con cada una de las partes separadas previamente. Se ajustó la 
concentración espermática a fin de obtener un valor de 200 x 106 espermatozoides / ml en la dilución 
final (LY-1+2). 
Luego de cumplido en cada muestra el tiempo de equilibración, fueron sucesivamente 
empaquetadas en pajuelas de plástico estériles de 0,5 ml.  
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Posteriormente, las pajuelas obtenidas por cada muestra, fueron colocadas en una canastilla 
metálica y sometidas a la técnica de congelación dinámica (Linde Forsberg, 2002). 
Una vez sumergidas en nitrógeno líquido, las pajuelas permanecieron así hasta el momento de su 
evaluación.  
Transcurridas 2 semanas, las pajuelas fueron descongeladas en baño maría a 37°C durante 1 minuto, 
y luego se depositaron en un tubo de vidrio pre-calentado a 37°C. Pasados 5 minutos, se evaluaron 
los porcentajes de motilidad total y progresiva, vitalidad espermática e integridad del plasmalema y 
del acrosoma.  
Las pruebas utilizadas para evaluar el semen pos descongelación fueron aquellas descriptas en el 
capítulo 1. 




Los datos de los espermatozoides diluidos (media ± SEM) es decir, la motilidad total y progresiva,  
vitalidad, e integridad de la membrana plasmática y acrosómica; todos en porcentajes, fueron 
comparados entre tratamientos (2 vs 24 vs 48 h) utilizando un ANOVA de medidas repetidas en el 
tiempo. Cuando se encontraron diferencias significativas, la media fue comparada mediante el test 








Después de la descongelación la motilidad total y progresiva disminuyó (P <0.05) con el  tiempo de 
almacenamiento refrigerado de cada muestra antes de la congelación, aunque no se encontraron 
diferencias significativas en la motilidad total y progresiva, entre las muestras estabilizadas a las 2 y 
24 h de almacenamiento (Tabla 2). El resto de los parámetros evaluados (espermatozoides vivos, 
endosmosis positiva y acrosomas normales) no presentaron diferencias significativas, entre los 




En el presente estudio, se confirmó que al menos durante las primeras 24 h el diluyente leche-yema 
de huevo, sirve para la estabilización previa a la congelación de semen canino. Aunque el intervalo de 
tiempo de almacenamiento refrigerado mostró un efecto gradual negativo sobre la motilidad del 
semen, durante las primeras 24 h la motilidad total y progresiva no mostró diferencias con las 
muestras congeladas por el método de criopreservación convencional. Además, el acrosoma, la 
viabilidad y las funciones de la membrana, no fueron significativamente afectados por el tiempo de 
refrigeración previa al congelado.  
Usando este diluyente a base de leche, la membrana y la integridad del acrosoma estuvieron dentro 
de los rangos descriptos para el diluyente TGY durante los dos días de almacenamiento refrigerado 
(Hermansson y Linde-Forsberg, 2006; Santana y col., 2013); aunque la motilidad post-descongelado fue 
ligeramente inferior a la observada en los informes anteriormente mencionados (Hermansson y 
Linde-Forsberg, 2006; Santana y col., 2013). Estas diferencias podrían atribuirse al hecho de que 
ningún medio de descongelado fue usado en este ensayo, y las muestras fueron directamente 
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evaluadas después de la descongelación. Se ha comprobado que el agregado de un medio de 
descongelación con provisión de azucares, mejora los parámetros de motilidad espermática post 
descongelado (Yildiz y col., 2000), ya que el espermatozoide es provisto de un nuevo sustrato 
energético; lo mismo se sospecha, sobre dichos parámetros, del “efecto dilución” sobre 
componentes que alteran el intercambio iónico entre el espermatozoide y el medio extracelular 
(Yildiz y col., 2000).  
Por otro lado, los resultados demuestran que el enfriamiento de semen canino en leche yema de 
huevo por 24 h antes de la congelación, no produce una disminución en la calidad del semen cuando 
se compara con semen congelado por un procedimiento tradicional, es decir, con sólo 2 h a 4°C de 
enfriamiento. Incluso, los valores obtenidos de motilidad pos descongelado (63- 67 %), están dentro 
de la media arrojada por otros estudios (45- 70%) que han usado el protocolo tradicional de 
congelación (Ström y col., 1997; Martins-Bessa y col., 2006; Bencharif y col., 2010). 
Con estos resultados, se puede decir que el uso de un diluyente a base de leche descremada y yema 
de huevo, permite la congelación de muestras seminales en caninos, luego de 24 h de 
almacenamiento a 4°C, manteniendo parámetros de calidad seminal aceptables luego de la 








Componentes LY-1 LY-2 
Leche descremada (0% grasa) 
tratada a ultra alta temperatura (UHT, Ilolay®, Argentina) 
80% 69% 
Bencilpenicilina 1 mg/ml 1 mg/ml 
Sulfato de dihidroestreptomicina 1 mg/ml 1 mg/ml 
Yema de huevo 20% 20% 
Glicerol -- 10% 
Equex* -- 1% 
* Nova Chemical Sales Inc., Scituate, MA, EE.UU. 
Tabla 1. Composición de los diluyentes LY-1 y 2 para congelación de semen canino. 
 












2 67,4 ±6,3a 63,2 ± 5,7a 65,0 ± 8,2 52,8 ± 6,3 93,8 ± 0,1 
24 48,1±6,1a,b 44,8 ± 5,7a,b 53,4 ± 8,2 46,0 ± 5,8 87,8 ± 0,1 
48 40,0 ± 3,5b 34,2 ± 5,2 b 53,2 ± 4,8 47,2 ± 4,9 88,0 ± 8,0 
Las letras dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P< 0,05) 
Tabla 2. Porcentaje de parámetros seminales caninos posdescongelado (media ± SEM), diluidos en 
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EFICACIA DE LA LECHE DESCREMADA Y YEMA DE HUEVO SOBRE LA FERTILIDAD IN VIVO DE LOS 





Ha transcurrido más de medio siglo desde la primer inseminación artificial (IA) exitosa en caninos con 
semen preservado, tanto refrigerado (Harrop, 1956) como congelado (Seager, 1969). A partir de ese 
momento, fueron desarrolladas numerosas técnicas y diluyentes para mejorar las condiciones 
espermáticas de la misma (Dobrinski y col., 1993; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001; Varela y col.; 
2009). Si bien se puede avalar el progreso observado con dichos estudios, por un lado, aún sigue 
siendo compleja la implementación de la inseminación con semen congelado, principalmente debido 
a los requerimientos necesarios para tratar de disminuir el grado de deterioro espermático 
provocado por las bajas temperaturas de congelación (Strom y col.; 1998; Strom y col.; 2000).  
Este hecho está asociado a los riesgos y a la complejidad que pueden sugerir en la especie, la 
necesidad de depositar el semen una vez descongelado dentro del útero, lo que conlleva además a 
elevar los costos del procedimiento general para la IA. Contrariamente, el semen refrigerado puede 
ser fácilmente depositado intravaginalmente y mantener buena fertilidad. Incluso, 
independientemente del sitio de deposición del semen, la tasa de éxito de la inseminación artificial 
es usualmente mayor para el semen refrigerado que para el semen congelado, cuando son usados 
iguales métodos para la realización de las técnicas (Linde Fosberg, 1995). 
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La leche es un diluyente que ha sido ampliamente utilizado para IA en otras especies. A manera de 
ejemplo, se pueden citar resultados en los porcentajes de concepción que van desde el 55% al 80 % 
en yeguas inseminadas con semen conservado por 24 h en diluyentes a base de leche (Pickett y 
Amann, 1987; Rota y col., 2004). Al igual que trabajos realizados en ovinos, donde se lograron 
similares porcentajes de concepción (aproximadamente 60%) tras una única inseminación con semen 
mantenido por 24 a 48 h en dichos diluyentes (Paulenz y col., 2003; Olivera- Muzante y col., 2011). 
Sin embargo, en caninos, la evaluación de la eficacia in vivo de este diluyente en refrigeración ha sido 
muy poco estudiada (Harrop, 1956; Pinto y col.,1999). Además, sería interesante probar si la adición 
de yema de huevo puede aportar algún resultado positivo, tal como se ha visto en la evaluación in 
vitro en el capítulo III de este trabajo de tesis.  
Por lo tanto, el objetivo del presente capítulo fue evaluar la tasa de preñez y prolificidad en perras 
inseminadas con semen refrigerado por 24 h a 4°C en leche descremada - yema de huevo.  
 
Materiales y Métodos 
 
Animales, recolección del semen y procesamiento  
Fueron seleccionados para este experimento parejas de perros machos y hembras (n=16) de razas 
puras, saludables al examen físico, de 4 a 35 kg de peso y de 2 a 4,5 años de edad. Todos los animales 
provinieron de propietarios particulares, quienes firmaron un formulario de consentimiento por 
escrito. 
Los machos fueron evaluados previo a la incorporación al estudio de acuerdo a las siguientes 
características seminales: concentración de espermatozoides >100 × 106 espermatozoides / ml, 
motilidad espermática progresiva > 70%, e integridad del acrosoma > 85%. Todos ellos registraban 
servicios fecundantes previos.  
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Las hembras asignadas al estudio se encontraban en el período óptimo de fertilidad, y solo dos de 
ellas no registraban partos previos, aunque observaron más de un ciclo de celo antes de la 
realización del estudio.  
La recolección, evaluación y procesamiento del semen, se llevó a cabo tal como se explica en el 
capítulo I. 
El diluyente leche descremada - yema de huevo utilizado para la refrigeración seminal, se preparó de 
acuerdo a lo explicado en el capítulo III.  
 
Monitoreo del estro  
Las perras se examinaron dos veces por semana para observar la presencia de edema vulvar y flujo 
vaginal serosanguinolento como indicadores del proestro. Luego de la aparición de este, se evaluaron 
frotis vaginales diariamente hasta el primer día del diestro citológico. Cuando la cornificación celular 
vaginal era >80% (Olson y col., 1984), se recolectaron muestras de sangre diariamente por punción 
venosa periférica para determinar progesterona (P4, IMMULITE®, Diagnostic Products Corporation, 
Los Angeles, CA, EE.UU.) hasta la ovulación (P4 > 5 ng / ml) y luego cada dos días hasta el diestro 
citológico.  
Una única IA se realizó en el día 5 después de la estimación del pico de hormona luteinizante (LH, P4 
aproximadamente 2,0 ng / ml) y las concentraciones de P4 para ese momento fueron de entre 7 y 20 








Inseminación artificial  
Las 16 parejas de perros primero fueron divididas aleatoriamente en 2 grupos respetando que en 
cada uno existiese la misma proporción en el tamaño: perras pequeñas (menor a 10 kg de peso) y 
medianas- grandes (15 a 35 kg de peso), para cada tratamiento: 
Semen Fresco sin diluir [FSD (n= 8)]: las perras de este grupo se inseminaron con semen fresco sin 
diluir. 
Diluyente Leche-Yema [DLY (n = 8)]: las perras de este grupo se inseminaron con semen refrigerado 
en LY por 24h. 
Se utilizó un mínimo de 200 x 106 espermatozoides por IA en todos los casos (Linde-Forsberg, 1995). 
La dosis de inseminación se colocó en una jeringa de 5 ml estéril. La técnica de deposición vaginal se 
llevó a cabo usando un catéter de plástico para bovinos (longitud 30 cm, diametro de 4 mm), y fue 
acortada la longitud del mismo según el tamaño de la hembra. Luego, la punta de la pipeta se 
introdujo cranealmente al lugar más lejano posible (es decir, en el área de la porción vaginal y 
paracérvix).  
Los cuartos traseros de las perras se elevaron y el semen fue depositado en la vagina. A continuación, 
el catéter se retiró y la perra se mantuvo con los cuartos traseros elevados durante 20 minutos 
mientras se masajeaba con los dedos la zona perivulvar para evitar el reflujo de semen.  
 
Diagnóstico de gestación y tamaño de la camada  
En todos los casos, la preñez fue diagnosticada por ultrasonografía (Toshiba Core Vision Pro, Tokio, 
Japón) luego de un mínimo de 21 días después del pico de LH estimado. Los datos relativos al tamaño 




Análisis estadístico  
La tasa de preñez se comparó entre los grupos (FSD vs DLY) por prueba exacta de Fisher. Los valores 
se consideraron estadísticamente significativas cuando P <0,05.  
El número de cachorros nacidos en cada grupo se comparó por medio de un test de Student (SPSS 





Siete (7/8, P> 0,1) perras de cada grupo quedaron preñadas y parieron normalmente a término. Los 
tamaños de camada fueron similares en ambos grupos, y no se observaron diferencias significativas 




A la hora de evaluar la eficacia de las técnicas y diluyentes empleados para la refrigeración o 
congelación de semen, la prueba más adecuada es la determinación de los porcentajes de 
concepción (Oettlé, 1986; Watson, 1996) y el tamaño de la camada resultante de la inseminación 
artificial (Farstad, 1996). Ambos son indicativos de la eficacia de la fecundación de los ovocitos por 
espermatozoides con capacidad para mantener y sustentar el desarrollo embrionario (Watson, 
1996). 
En nuestro estudio las tasas de preñez observadas con DLY fueron del 88%, demostrando la buena 
capacidad de este diluyente para la IA. Estos resultados están en consonancia con lo obtenido 
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mediante los ensayos controlados de otros diluyentes para refrigeración (90%, Uchoa y col., 2012) y 
de un diluyente similar a base de leche (95%, Pinto y col., 1999). 
Por otro lado, el rendimiento evidenciado está en línea con los resultados in vitro para este diluyente, 
ya que el enfriado por 24 h mantuvo la fertilidad y la tasa de preñez fue normal y no diferente de la 
del semen fresco sin diluir.  
Es sabido que la eficacia de la IA, aumenta cuando es realizada más de una vez en el mismo celo 
(Linde- Forsberg y Forsberg, 1993). En nuestro caso las tasas de concepción denotan los buenos 
resultados obtenidos tras una única inseminación llevada a cabo por cada hembra tratada, y 
contrastan con el mencionado estudio en leche (Pinto y col., 1999); donde además también fueron 
seleccionadas similar número de repeticiones del tratamiento (10 hembras inseminadas); pero en 
este caso fueron llevadas a cabo un mínimo de 4 inseminaciones por hembra tratada con semen 
refrigerado por 24 h. Por otro lado los machos reproductores seleccionados sólo fueron 2; este hecho 
permite disminuir el efecto en la variación de la calidad seminal y consecuente potencial fecundante, 
en relación a nuestro estudio, donde se usaron parejas de perros diferentes para cada repetición (8 
parejas de machos y hembras inseminados con DLY). 
Con respecto al tamaño de camada obtenido, estas fueron dentro de lo esperado para cada raza en 
particular, y no se encontraron diferencias significativas entre los grupos inseminados con semen 
fresco o refrigerado. Estos resultados son similares a aquellos estudios que también usaron 
apareamientos naturales o IA con semen fresco como grupo control (Pinto y col., 1999; Uchoa y col., 
2012). 
El fallo de la concepción de una de las perras dentro del grupo DLY no puede ser directamente 
atribuido al procesamiento del semen, ya que además se produjo en ambos grupos. Por otra parte, 
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no hubo un examen profundo de los perros, y otras etiologías causantes de infertilidad podrían haber 
estado presentes.  
Con estos resultados, podemos inferir que los espermatozoides caninos refrigerados en DLY, son una 
buena alternativa para IA hasta por 24 h de almacenamiento a 4°C. 
 
Tratamiento Tasa de preñez (%) Tamaño de camada (media ± SEM) 
FSD 88 (7/8) 4,9 ± 0,9 
DLY 88 (7/8) 4,6 ± 0,7 
Tabla 1. Tasa de preñez (% y número de perras preñadas / perras inseminadas totales) y tamaño de 
camada (media ± SEM), en los grupos de perras inseminadas con semen fresco sin diluir (FSD) y 
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Se lograron reproducir técnicas de evaluación seminal, caracterizadas por su fácil ejecución y su bajo 
costo, ya que fueron realizadas mediante el uso de tinciones y observaciones al microscopio de luz 
convencional. Si bien algunas de ellas pueden tener un grado de subjetividad, se considera que la 
sumatoria de estas evaluaciones tiene buena correlación con la fertilidad en la especie. Del mismo 
modo, se replicaron de manera confiable las técnicas de refrigeración, que en conjunto con las 
anteriores, pudieron ser incorporadas en los sucesivos capítulos de este trabajo de tesis.  
 
Se estandarizó la medición de la concentración seminal en el perro doméstico mediante 
espectrofotometría. Gracias al uso de este método, se logró una alternativa rápida y precisa para la 
mejora de la medición de este parámetro. De la misma forma que en el capítulo anterior, fue incluida 
esta técnica en los siguientes capítulos de esta tesis. 
 
Los diluyentes a base de leche demostraron su capacidad para mantener parámetros seminales de 
buena calidad, por 4 a 6 días de refrigeración a 4 °C. Incluso se evidenció que el agregado de yema de 
huevo a la leche descremada mejoró dichos parámetros. Con estos resultados in vitro fueron 
establecidas condiciones propicias para las pruebas in vivo a posteriori. 
 
La evaluación del diluyente LY como un medio de estabilización previa al congelado, demostró tener 
la misma eficacia por 24 hs a 4 °C que el método tradicional de 2 hs. Incluso el grado de integridad de 
las membranas plasmática y acrosómica, perduró sin diferencias hasta por 48 hs de mantenimiento a 




El semen mantenido en LY justificó su eficacia in vivo, luego de haber logrado un 88 % (7/8 hembras) 
de preñez con una única IA llevada a cabo con 24 h de almacenamiento previo a 4°C. Asimismo, estos 
valores obtenidos fueron iguales a los arrojados por el grupo control que fue inseminado con semen 
fresco. Las mismas condiciones se observaron en ambos grupos (control y tratado con LY por 24 hs) 
con las camadas de cachorros nacidas, los cuales promediaron similares tamaños de las mismas. 
 
A partir de los hallazgos mencionados, se puede considerar a la refrigeración en el diluyente LY, como 
una posibilidad fiable para el envío de semen a distintos puntos de nuestro país e inclusive fuera del 
mismo, dentro del límite de las 24 h de traslado, posibilitando su congelación en un centro 
especializado de almacenamiento, como así también pudiendo ser usado directamente en la IA en 
perras en celo. 
 
Finalmente, con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se puede concluir que tanto la 
refrigeración seminal como los diluyentes a base de leche descremada usados para la misma, son 
una alternativa además de sencilla y eficaz, también económicamente accesible, que hacen factible y 
alientan a los profesionales de nuestro medio, para comenzar con el desarrollo de biotecnologías 
reproductivas en el perro doméstico. 
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